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種々 の 血液疾患の う ち , 再生不 良性宜血 . 急性 骨髄
性白血病 ､ 慢性骨髄白血病の 急性転化例 は , 最近 の 治
療法の 進歩に もか か わ らず . そ の 予後は非常 に 悪 い ,
予後を悪く す る因子と して は . 高度の 貧血 に よ る 全身
衰弱, 成熟好申球の 減少 に よる 細菌感染病 , 血小板減
少に よ る高度の 出血傾向が あ げ られ る . 貧血に 対し て
は洗浄赤血球輸血 , 好申球減少 に よる 感染症 に 対し て
は抗生物質の 投与 , 血小板減少 に 対 して は 血小板輸血
が行な われ て おり . か な り の 効果 を あげ て い る が 満足
す べ き もの で は ない . 好 申球増多動員因子の 研究は障
害を受 けた 骨髄 に 対し て 好申球 の 生成 とそ の 放出を促
進す る 因子の 精製お よ び , その 機序 を追求す る もの で
あり , 再生不良性貧血, 急性白血病 の み な らず , 悪 性
腫瘍に 対す る抗腫瘍剤の 副作用 と し て の 好申球減少に
対して 臨床的応用に も供さ れ る は ど の 強力 な好中球増
多因子を開発 し. 血液疾患患者の 治療 に 応用 す る こ と
で ある . ま ず . 好中球増多動員因子 に 関す る研究の 歴
史を顧み る と . 炎症 巣の 発生と共に 殊に 急性炎症の 場
合, 多核白血球増加が末梢血中に 認 め ら れ る こ と は古
くか ら知ら れ た事実で ある . そ し て こ の 間に 向か物質
の 媒介が あ る こ と も 予想さ れ た と こ ろ で あ り t そ の 物
質は炎症巣に お ける毒素 に よ っ て 破壊さ れ た 多核白血
球か らの 物 質で あ っ て , 1eu cocyto sis pr o m oting
fa cto r (LPF), 化学的に は PS e udoglobulin 中の
poly peptide で あ る こと も明 らか に さ れ1g), 又 , 同時
に 白血球減少因子も あ る こ とが わ か っ た . こ れ ら の 因
子が ど の よう に して 末梢血液 に 多核白血球増多症 を お
こ さ せ るか は, 詳細に は不明で あ っ た が , 一 般に は 好
申球増多症 の 場合 に は , 骨髄申 の 成熟多核白血球は 急
速 に 消失 し , こ れ に 続い て 顆粒球 の 分裂像が多数出現
し , 増殖が さ か ん に な る こ と より , 造血の 面か らみ れ
ば , 骨髄 に おけ る骨髄細胞増殖 に 深 い 関係を も つ こ と
は想像さ れ て い た . 本邦で は , 小宮 . 河 北 は , 家兎に
ty phoid v ac cin e を 注射し て 白血球増多 に 関 す る
研究を行な い . 好中球生成促進物質 (n eutr opoietin)
の 抽 出 を 試 みて16種の ア ミ ノ 酸よ り な る poly pe.
Ptide を 得て い る ‖). steinberg ら は . ヒ ト albu.
min 分画に 好申球増多因子が存在す る と し30). Bier.
m a nら は , 腎 ho m oge n ate 中に 高い 1e u c opoieト
in 活性を 認め1), 又 , W eisberge r ら は t 白 血球を
超音波処理 し て . 白血球増多因子を抽出し た33) . こ の
他 , 放射線障害後 , 生成 され る 因 子 , 蒋血後生成さ れ
る he m opoietin , 人胎盤 より の 白 血球増多 因子 の
抽出結晶化な ど , 種 々 の 観点か ら種々 の 実験方法に よ
る研究が あ る が , そ の 多く は血灸内に 白血球増多因子
が在存す る こ と に お い て は 一 致 して い る .
R N A合解物 は , 骨髄 か ら の 成熟好申球の 遊出 を 促
進 す る こ と に よ り白血球増多 を促 し . さ ら に 実験的
nitr o min 障害家兎骨髄に 対 して も積極的な細 胞新生
促進作用 も示す . 臨床的に は . 放射線療法 , ある い は
こ れ と , nitr omin 注 射と の 併用に よ っ て t 造 血障
害 と く に 白血球減少症を お こ した 子宮癌患者な どに白
血球数 の 回復ま た は白血球減少の 進行を阻止する の に
有効で あ る12). 美川 は , R N A分解物注射後 の 家兎血
清を別 の 家兎に 静注す ると 白血球増多が お こ る こ と ,
す な わ ち本分解産物注射 に よ っ て 白血球増多因子が血
清内に 生成さ れ る こ と を 認 め , 血清の 硫安塩析に よ っ
て , 本因子は ps e udogLobulin 分画 に 含ま れ , ろ紙
電気泳動上 , α , β一globulin に 一 致す る 易動度 を 持
つ こ と を明 らか に し た2‖. 幸山は つ づ い て , R N Aウ)
解物注射家兎の 血清 を硫 安塩析後 , C Olu m n chr o m･
atography で分画し . a-globulin 主成分分画と に
分け . そ れ らの 2皿 g/kg を 家兎に 静注 し て 好 ｢P 球の
変動を調ば たと こ ろ , α-globulin 主 成 分分牒日用†
群に 核左方移動 を 伴 な う 好中球増多 を 認 め た が ･
β-globulin 主 成分分画注射群に は こ の 変化 は み ら れ
ず , 分画精製 に よ る 白血球増多因子活他 の t二昇 度 は ･
α-globulin 量 を基準に と ると . 8 .3倍 で あ っ た . 最
小有効量 2m g/kg の α-globulin 主 成 分 分 画 を家
兎 に 静注し て t 各臓器に 与え る 影響 を み る と , 骨髄で
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好申球増多動員因子に 関する実験的研究 293
は注射後12時間目に 幼君好中球 を主体 と した 骨髄性細
胞の 増加 を 認め た以 外に は他臓器に 著変 はみ られ な か
っ た . 以 上の 実験成績か ら , 本因子 は 血清蛋白 α-
globulin主 成分分画中に 存在 し･ その 作用 と して は 骨
髄から の 成熟好中球 の 遊出促進作用 の み で なく . 骨髄
幼若好申球の 分裂分化を促進さ せ る可能性 も あ る こ と
を明ら か に し た
15)
.
本研究は幸山の 研究に ひ き 続き , R N A分解物 注 射
後の 家兎血清より , Am pholin e is o ele ctr ofo c u sin･
g, fr eeflo w electr opho r e si お よ び pr epa rativ e
ac rylamide dis c gel ele ctr opho r e si を使用 し
て , 好中球増多動員因子を精製し , そ の 生物学的特性
を検討し たも の で あ る .
実験 材料なら びに 実験方法
1 . 実験対象
実験対象は体重2.5kg内外の 姓 の 成熟白毛家兎 を 用
い た . 家兎の 白血球数は , き わ め て 変 動 し や す い の
で , 実験開始12時間前か ら絶食さ せ . 1時 間前 に 頭部
の み露出さ せ る固定箱に 無れ て 放置し た後 . 採血を 開
始し た .
2 . 実験に 使用 した 薬物
RN A分解物 と して は 日本臓器製薬会社 に お い て .
ビ ー ル 醸造用の 酵母 R N A より調製 さ れ た
-t
ヌ ク レ オ
注"を使用 した . 本剤の 1簡20ml中に は R N A分解物
で ある ade nylic a cid, guanylic acid, Cytidylic
acid. u ridylic acidの 各ナ ト リ ウ ム 塩 の 等 量 混 合
物50mg含有す る もの で . こ れ を 家兎耳静脈内 に 注 射
した .
3 . 末梢血白血球数の 算定
家兎耳静脈より 穿刺採血 して 型 の ごと く 1 m m3 中
の 白血球数を算定 . 塗沫標本を作製 し , Gie m s a染
色を施して , 白血球数200に つ き 白血球種別 を行な い ,
これか ら好中球実数を算定 した .
4 . 白血球増多因子活性の 測定
白血球増多因子活性の 有無お よ び程度 は , 好中球 最
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Nt: 各種溶液注射各時間に お け る好中球実数
No :注射前の 対照好中球実数
5 . 白血球増多因子の 精製と注射液 の 調製
大量の 血液を採取す べ く , 家兎を背臥位 に 固定 して
心 臓穿刺 を行な い , 得た血液を370c, 30分間ふ 置 し ,
つ い で 冷室(4
0
c) に約2時間放置後, 200rp m , 1 0
分間遠沈 して 血清を 分離 した . 分離し た血清を幸山ら
の 方法に より , 硫安l/3飽和 で e uglobulin を 沈
させ て 除卓 上清を硫 安3/5飽和と して 沈澱す る 分画 を
)) ン 酸 buffe r に 対し て 透析後, D E A Ec ellulo s e
C Olu m n chr o m atogr aphy を行 ない , α およ び β一
globulin 主成分分画を濃縮し . こ れ を蒸留水 に 対 し
て 透析後 , ele ctr ofocu sing 装置に 使用 した . ele c･
trofo c u sing 装 置 は L K B8100ele ctr ofo c u sing
蛋白分離装置を使用し . c a r rie r a mpholite と し て
は PH3-10の もの と pH 5岬 8 の も の と を 使 用 し
て , シ ョ 糖に よ る密度勾配を お こ な い , 陽極液 に は0.1
mtの 硫酸を10mlの 蒸留水で うす め た もの を . 陰極 液
に は0･.4mlの ethyle ndia min e を14mlの 蒸留 水 で う
すめ た もの に12gの シ ョ 糖 を 溶 か し た も の を 使 用 し
た . 電圧 は30v oItで分離時間は24時間で お こ な っ た .
終了後3mlづ っ fra ctio n c oue cto r を使用 し て 分 画
をと り ､ 280m/J の 吸収を 測定 し . 生食液 に 対 し て 透
析し , 好中球増多活性 を測定した .
大量 に 試料を得る た めの 血清の 電気泳動は c a r rie-
r fr e eRo w electr opho r e si を使用 した . 電気 泳
動用 buffe r と し て は 0.07 M Tris citrate pH 8.6
51 を使用し , 電極用 buffe r と し て は 0.24 M Tris
Citrate pH 8.6 約61を使用 し た . 電極用 bu抒e r は
6 時間毎に 新し い も の と と りか え て 使用 した . 血清 は
泳動用 buffe r で 約3倍に 希釈し て , 電圧2 3 0 0 V,
電流160mA. 4
0
cで 泳動を行 ない ､ 流速は 114ml/
ho u rで . 試料 は90本の tube に 分け , そ れ ぞ れ の
蛋白量 を2 80n mの 吸 収で 測定した . 再永動の 場合 は 泳
動す る fr a ctio n の 試料を集め て 同様 に 泳動 を行 な
っ た . pr epa rativ e a cyla mide electr opho r e si は
L K B 7 900 Unipho r を使用 して 行 な っ た . 電極用
buffe r に は 0.0 5 M tris plycin e pH 8.6 を使 用
し , gel は a c ryla mide 8g, 2 .5 N, N
'.m ethyl-





ram ethylethyle ndia mine O.02ml, 0.42m M Tris
glycin e pH 8.6 6ml, am m O niu m pe r s ulfate 30 0
.
rng, 兼留水で 全量50mlと して gel を作 成 し . s a mpte
を 蛋白量と して 約50m gを geI の 上端 に の せ , 電 気
泳動 は500 V. 20m Aで 行な い , elutio n は 20～ 15ml
/hr で 行 な っ た . s a mple は fr a ctio n c o11e cto r
で 分け , 各々 の 280n mの 吸 収を測定し た .
各々 の fr a ctio n は限外ろ過で 濃縮 して , 生 食 液
に 対 して 透析 し , 家兎に 注入し た .
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f柁 〃吏 r(〕に お け る と 卜お よ び C5TBL マ ウ ス骨髄 に
対する C OLo ny stirnulating facto r と し て の 作 用
の 測定 は Bradley ら の 方法 に よ っ た4). 試料を Ea･
gle 培養液と Bacto aga r( 最終濃度0.5 % )に 混
和 し最終濃度 0.05m g/ml に し , 1 ml を petri dis-
h に 注 入 し . u nder･ laye r と す る . o v e rlaye r
と して は Eagle 培養液 t Ba cto aga r(最 終濃度
0.3 %) と骨髄細胞 5 × 10
4
を 加え370C. 10%C O2 in
air 湿度100% と して , 10 日間培養し , 50個 以 上 の 細
胞か ら なる C Olo ny 数 を測定す る . c o ntrol と し
て は と 卜お よ び C5,BL マ ウ ス 白血球を 1 ×10
6
を 試料
の か わ り に 使用 した .
ac rylami de disc ele ctr opho r e si は Da vis ら
の 方法に より 行な っ た7). 蛋白染色 は10分 a midobla-
ck 染色 を し10%酢酸 で 脱色 し た . 糖 成 分 の P A S
染色 は is opr opa n ol lO %硫酸で 一 夜固 定し た の ち ,
1% pe riodic a cid 3 %酢酸溶液 に 50分 , 200ml
の 蒸留水で10分毎に 6 回洗浄す る . こ の 時 , 過 ヨ ウ素
酸がな く な っ た こ と を0.1N AgN O3溶 液に よ っ て 調 べ
gel を fu chsin 亜硫酸溶液に 約50分間浸 して か ら ,
0 .5% メ タ 重亜硫酸ナ ト リ ウ ム の 溶液25mlで 3 回1 0
分毎に 洗浄し た後 に 蒸留水で 一 夜洗浄 し , 3 %酢酸に
保存す る .
染色 さ れ た gel は Gilfo rd de n sito m etry で
泳動 patte r nを観察し た ▲
分子量 の 測定は S D Spolya c ryla mide dis c gel
ele ctr opho r esi を使用 し, 示標蛋白と して は , 0V･




globulin を使用 した .
糖の 定量 と し て , Sialic acid の 定 量 は Sialic
acid を含む試料10FLgに0.1N硫酸1 ml を加え , 80
Oc
l 時間水解する . 試料0.2ml を ガラ ス示付試験管 に と
り0.1mlの0.2M過 ヨ ウ 素酸ナ ト リ ウ ム 溶解 を加え て と
き どき よく ふ り , 室温に20分間お い て 酸 化 を 完 了 さ
せ t O .1mlの10% 亜 ヒ酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 を加え て 黄 褐
色が消え る まで ふ る . つ い で 3mtの0 .6 %チ オ パ ル ピ
ッ ー ル 酸溶 液を加え て よく 混合 し , 1 5分間沸騰浴申で
加熱す る . 冷却 して か ら . 4.3mlの シ ク ロ ヘ キ サ ノ ン
を 加えて よ く ふり , 抽 出し遠心 し た後 . シ ク ロ ヘ キ サ
ノ ン 層の549n mの 吸収を 測定 し , 定量す る , He xo s･
e の 定量 は 0.1ml の 試料を95% エ タ ノ ー ル で 2 回洗
浄 し , 沈澱 を 1ml, 0.1 N NaO H で 溶解さ せ . 8･5ml
の オ ル シ ノ ー ル 酢酸を加え . 80
0c . 15分 加熱 し ･ 冷
却 し た後 , 540n mの 吸収を 測定 す る . He x o sa min e
の 定量 は0.1mlの 試料 を95 %エ タ ノ ー ル で 2 回洗浄
し , 沈澱 に 2 mlの 3N H Cl を加え . 沸騰浴中で 3時間
尾
加水分解す る . そ の 後 3N NaO H で 中和 し , aCet.
yla c eto n e溶液を 加え , 15分間湯浴 中に 入れ , 冷却後
Erlich 試薬を 加え . 30分後に530n mの 吸 収 を 測定
す る .
蛋白の 定量 は Lo w ry らの 方法に よ り 曲定 したH ).
結 果
家兎血清の D E A Ec ellulo s e c olu m n chr o m at･
ogr aphy 後の is o el ctr ofocu sing に よ る 分画で
は , PH 5-8 の C a r rie r a mpholite で 図1 に 対す
る よ う に 4 つ の Pe ak が認め ら れ たが , こ ら れ の 分
画に は好中球増多活性 は認 め ら れず , ele ctr ofo c usi･
ng 中に か なり 変性し て しま っ た可能性 が あ り . 又 ,
そ の 収量も低か っ た .
fr ee flo w el ctropho sis に よ る 家兎血清の 電気
泳動像 はE]2 に 示す よ う に albu min , αl-globulhn
α2
-
globulin, β-globulin. γPglobulin の 各 fra cti･
o n に 分 け られ る . しか し , al- globulin と albu m･
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図 1 is o ele ctr ofo c u sing に よ る泳動像
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図 2 fre eflo w electropho re si に よ る泳動像
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io n を再 び同 一 の 条件で再泳動し て み る と 図 3 に 示
す よう な泳動像が得 られ , α r globulin と albu mi･
n の 分離 が 可能 と な っ た . albu min , al-globulin ,
a2
- globulin , β-globulin. 7- globulin の 各 fr acti･
o n を濃縮し , 各 々 2 m g/kg を家 兎に 静注 して 好中
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図3 図 2 の 第22～ 30分画 の 再泳動像
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図5 prepa rativ e a cryla mide discgel ele ctro-
Pbor e si に よ る泳動像
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球増多示数を測定した と こ ろ図4 に 示す よ う な結果を
得 , 勘-globulin 分画に 好申球増多活性が 認 め ら れ
た . α7Wglobulin fr a ctio n を polya c ryla mide dis c
ele ctr opho r esis を行な っ たと こ ろ7 本の ba nd が
得られ た .
αr globulin fra ctio n を pr epa r ativ e ele ctro -
Pho sis を行 ない , 図 5に 示 す よ う な fr a ctio n を
得た . 分離 が よく な い た め . fr a ctio n 2 と 3 を濃縮
し , 再泳動を行な い , Ⅰ ～ Ⅶ ま で の 各 行a ctio n 一を
濃縮 し . 各々 2 mg/kg を家 兎に 注射 し , 好 申 球増
多活性を測定 し , Fr a ctio n Vに 認 め られ る こ と が 判
明し た ( 図6). こ の fra ctio n 2 m g/kg 投与 に よ
り , 好申球は 5時間日 に 投与前の 6.9～ 9.1倍 に 増 加
した . fra ctio n Vの 投与量 と最大好中球増多指数の











































即 2 5q25 0.5 1
MG/ KG
図7 fra ctio n V の 投与量 と最大好中球増多指数
N = 3
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増多が認め ら れ , そ れ以上 の 希釈濃度で は活性 は認め
られず , 最小有効濃度は 0.125m g/kg と 考 え ら れ
た . ヒ トお よ び C5了B Lマ ウ ス骨髄細胞 に 対 して C O-
nditio n ed m ediu m で は , ヒ ト 65±2 0 c olo nie s.
マ ウ スで は1 80±34個の C OtO ny が で き た が , 試 料
を 入れ た cultu r eで は C Olo ny は 認 め ら れ な か っ
た . S DS polya c rylami de disc gel ele ctr opho r･
e sis を行 な っ た と こ ろ , fra ctio n V は 1本 の ba･
nd で あ り ( 図8). P A S陽性 の ba nd が認 め ら
れ , 分子量 は約6 万で あ っ た (図9). しか し , gIy･
C OPr Otein の 分子量は電気泳動で測定 す る と 高 め に
で るた め実際の 分子量は こ れ よ り 小さ い も の と考 え ら
れ る . glyc opr
･
Otein の 糖成分の 定量 を行 な っ た と
こ ろ , Sialic a cid 20FLg/m g pr otein, he x o s e70
FLg/m g pr otein, he x o s amin e 60FLg/m g pr otein
で あ っ た . こ の fra ctio n を 60
0
c 30分加熱 す る と
好申球増多活性 は失わ れ , heat labile で あ る こ と
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近年 , 生体試料の 精製法の 発展 は著 し い も の で あ
る . 好申球増多動員因子の 純化に お い て も , 美 川 は ,
R N A分解物静注後 の 家兎血清を硫 安塩析 し ps e ud･
oglobulin 分画に 活性が ある こ と を 認め21). さ ら に 章
山は , 血清 を硫安1/3飽和で e uglobulin を 添 搬 さ
せ て 除き t 上清 の 硫安濃度 を上 げて3/5飽和 と し て 沈
澱す る分画を リ ン 酸 buffer に 対し て 透析後t D E･
A E c euulose c olu m n chr o m atogr aphy を 用 い て
0 . 0 1 75M リ ン 酸 buffer pH 6.3 で 7.globulin
を t O . 04 M リン 酸 buffe r pH 5.9 で β-globulin
を t O .1 M リン 酸 buffe r pH 5.8 で 針 globulin.
albu min を . 0 .4 M リン 酸 buffe r で a-globulin .
β≠globulin を 溶出させ て . そ の 好 申球増多活性 を 測
定し て い る15). 幸山の 方法 に より得 ら れ た α-globuト
in と β-globulin fra ctio n を electr ofo c u sing
で さ らに 精製 を試み られ た が , 変性が 強く , 好中球増
多活性 は認め ら れ ず , 又 , 試 料 の 収 量 も 低 い た め
fr e e flo w ele ctr opho re si と pr epa r ativ e ac r･
ylamide dis c gel ele ctr opho r e si を 使 用 し て 精
製 を試み た ,
fr e e flo w el ctr opho r e si は Ma x-Pla nk 研
究所 の Ha n nig ら に より 開発さ れ た細胞 な らび に高
分子 の 電気泳動に よ る分離分画装置 で
13)
, 大量 の 試料
を短時間の う ち に 分離 で き る 能力が あ る点 , 細胞から
高分子 に 至 るま で の 広 い 範囲の 材料 を , その 荷電状態
に 応 じて n ativ e な状態で 分画採取 で き る の で , 今
後の 医学 . 生化学分野で の 応用 が注目 さ れ る装置で あ
り Pr ePa r ativ e a c ryla mide disc gel ele ctr oph･
O re Sis は分子の 電気的性質と分子量に よ り , 各 々 の
物質を 分離す る方法で あ り , 生体 試料 の 精製 に 大きな
進歩を も た ら して い る . 欠点と し て は , 蛋 白な どが変
性し や す い こ とで あ るが . 充分に 冷や し な が ら行なえ
ば , 変性は最小限に く い と める こ と が で き る . あ らか
じめ , d is c gel ele ctr opho re si で 蛋 白 が ど れ だ
け分離す る か を し ら べ て か ら pr epa rativ e a c ryla-
mide dis c ele ctr opho re si を行な え ば よ い . SD S
disc gel ele ctr opho re si が1 本の ba nd に な っ
たか らと い っ た 一 種の 蛋白しか ない と 考え る こと ばで
き ない が , 少なく と も 現在の 段階で は こ れ 以 上の 精製
は難 し い も の と 考え られ る .
寺山 に よれ ば D E A Ec ellulo s e cho m atogr aphy
に よ り精製さ れ た α- お よ び β-gIobulin fr a ctio n
を 2 m g/kg静注す ると , 5 時間後 に 好申球最高増多
率 は 5倍 とな り t 又 . 1 m g/kg の 静注で は好申球 は
好申球増多動員因子 に 関す る実験的研究
増加せ ず , 最小有効量 は 2 m g/kg で あ る と し て い
る . 著者らの 最小有効濃度は 0.12 5汀Ig/kg で あ り ,
約8倍の 精製が 行な われ て い る ･ 又 ･ 美川 は PS eud-
oglobulin 分画を 12.5m g/kg 静注す る と 3 時間後
に 好申球増多率は 4倍 に な る と して い る .
好申球分裂分化 の kin etic s に 関 し て は 多 く の
s che m aが ある が , こ こ で は W . A. Robins o n の
図を修正して 図10に 示して あ る
26)
. 骨髄内 に お け る 好
中球系は , Ⅰ . 血 液 幹細胞 po ol, Ⅲ , 分 裂 細胞
po ol(細胞分裂と細胞分化). Ⅲ , 非分裂細胞 po ol
に分け られ . Ⅲの PO Ol は m a r r ow gr a nulo cy te
res er v e(M G R) と もい われ る . 骨髄外 の 血管内 の 好
申球は均 一 に 血管内 に 分布 し て お り , Cir c ulato ry
gr a n ulo cy te po ol(C G P) とい わ れ る . 又 , 毛 細 血
管床に く っ つ い て い る 好申球は m a rgin ated gr a n･
ulo cyte po ol (M G P)で あ り , C G P と M GP を
加えた も の を total blo od gra n ulo cyte po ol と
して い る . 組織内 に 入 っ た好中球は機能 を営 み破壊さ
れる . 血液幹細胞 はま だ形態学的に は 同定 さ れて は い
ない が . 好申球 の み な らず , 赤芽球系. 巨核球系 へ も
分化しう る可能性 を も っ た細胞で あ る . そ の こ と は慢
性骨髄白血病に お け る P hiladelphia chr o m o s o m e
が白血球の み な ら ず赤芽球系, 巨核球系 に も認 め ら れ
る こと や , マ ウ ス に お ける spleen c olo ny fo r mi･
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ng の 実験等 に よ り 認 め ら れ て い る . 血 液 幹細胞
PO OI から分裂細胞 po ol へ の 移動を ′円 山u o に
規定 して い る因子は現在の と こ ろ不明で あ る . 分裂細
胞 po ol で は骨髄芽球か ら前骨髄球 , 骨髄球 , 後骨･
髄球 , 成熟好中球 へ と 分裂分化が お こ な わ れ る . f乃
Uiぴ0 で は骨髄芽球か ら成熟好中球に な る ま で に 3 ～
7 回細胞分裂が行な われ$), ∫柁 U〃r o で は10 ～ 11 回
ま で の 細胞分裂は可能で あ る と い う4 ). 3H･thymidin e
で 標 識 し た骨髄芽球 は 6 ～ 9 日で 末梢血の 成熟好中
球と して 出現し22), 骨髄芽球か ら成熟好中球 へ と 経 過
す る 時間 は約10日と 考え られ て い る .
分裂細胞 po oI か ら非分裂細胞 po ol へ と 移 行
した 好中球系細胞 は後骨髄球, 樟核好申球 , 多核好中
球 へ と成熟する . M G R は末梢か ら の 要 求 が あ れ ば
骨髄か ら放出さ れ る . M G Rの 急 に 関 し て は 種 々 .
問題が あ るが 現在で は 一 日の 骨髄好申球産生畳の 約10
倍 ある と考 えら れて い る . 骨髄 より 末梢 へ の 好申球の
放出は細胞 の defo r m ability と粘 着性 に 規定 さ れ
て お り . 細胞の 成熟 と と も に defo r m ability が 高
く , 粘着性 が低く なり , 骨髄 より遊離 し, 末梢血内 へ
流れ込む 柑).
末梢血中の 好申球 は C G P と M G P とに 別 け ら
れ , 2 っ の PO Oi は相互に 入れ変り う る . こ れ らの
PO Ol の 半減期 は善 わめ て 短く , 6 ～ 7 時 間 で あ る .
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一 度血管内か ら逸脱 して 組織 に 侵入し た好中球 は血液
内に もど る こ と は なく . 組織 内で 破壊 さ れて し ま う .
組織内で の 生存期間 は 4 ～ 5 日で あ る .
以上 の 結果 , 好中球系細胞 の 発生 か ら そ の 死 ま で
は , 10～ 14 日で あり . 好中球系 syste m は外か ら の
感染, そ の 他の str e s sに 対し て . 急速 に 反 応 で き
る よう に 精密 に 調節さ れ た syste m で あ る .
好申球産生率は1.6×1 09 c eus/kg/day の割 合 で
お こ り
3)
, 赤血球の 塵生率は約1.1×109 c eus/kg/da-
y の 割合で お こ り t 好申球産生 と赤血球産生 は は ぼ
同L:割合で つ く られ る こ と に な る6). 感 染 や Str e S S
の ある と きな どは , 血液幹細胞よ り 好中球系 へ の 移動
が多く な り . 骨髄内で の 細胞分裂が さか ん に な り t 分
裂時問の 短縮 , 骨髄 より 末梢 へ の 放出が速 く な る こ と
が認め ら れ る .
臨床的に 骨髄機能 , M G Rの 測定に 使用さ れ て い る
も の と し て は . 細菌毒素 . ethio cholan olon e, hyd･
r o c o rtis o n eで あ り . こ れ ら の 因 子 の 作 用 機序 は ,
骨髄 に 直接作用 して 好中球を放出す る の で は な く . 間
接的な も の で あ ると考え られ て い る . 臨床的に 広く 利
用さ れ て い る の は , Salm oneua abortu s equi か
ら精製さ れ た 1ipopolysa ccha ride 内毒素 と ty ph-
Oid v a c cin e で あ る . L P S は 0. 5～ 5 .OFLg/kg を
静注する と 3 ～ 6時間後 に 2800～ 8500/m mユ 程 度好
中球が ふ え る とい うg), ty phoid v ac cin e は 0 .5ml
を皮下に 注射する と3 時間以内に 好申球 は や や 減少
し . 6 ～ 12 時間に 3 ～ 4倍 に 増加す る . etio chola n-
0lo n eは L P S と似 た作用を もち 0.1FLg/kg を 筋 肉
内 へ 注射する . し か し etio cholan olo n e は 注射部
位 に 炎症 をお こ す た め , 現在は 臨床的に 使 用 さ れ て は
い ない . 最 近 , Bishop らが hydr o c o rtis o n eを
投与する こ と に より t 骨髄 より 好中球が放出さ れ る こ
と を見出して か ら, hydr o c o rtis o n eが 注目 さ れ て
き て い る2). Dein a rd ら は hydr o c o rtis o n eを 静
注 し , 好申球減少症 や抗癌剤投与中の 患者に お け る
M G R測定し , 好中球 の 量的 . 時間的反応が L PS と
同じ程度で あ る とし て い る . hydr oc o rtis o n e･使 用
に よ る M G R測定は L PS を使用す る よ り も 副作 用
が少 なく , 外来患者で もで き ると して い る8). し か し ,
hydr o c o rtis o n eは M G Rの 測定に は 有効 で あ る
が , 同時に 好 申球の 末梢より 組織内 へ の 侵 入 も低下さ
せ る の で , M G Rの 測定 は3 時間以内に 行な わ な け れ
ば な ら克 い . その 他, ePin ephrin e は m a rgin ated
PO Ol を cir
･
C ulatr oy po ol へ と移動さ せ る 作 用 が
あ り . m a rgin ated gr a n ulo cy te po ol の 測 定 に 使
用さ れて い る .
尾
著者 の 精製 した fa cto r もそ の 作用時間を考えて み
る と , 第 一 の 可能性 と して は , 直接 的, 間接 的 に M
G R より末梢 へ の 好申球放出を 刺 激し て い る の か , 又
は 次の 可能性 とし て epin ephrin e の 作用 の よ う に
肺や脾 の m a rgin ated po ol を末梢 へ 移動さ せ て い
る の で は な い か と 考え ら れ る . 蕃 山 は , α一globulin
主成分分画を家兎に 静注し , 1 2時間後に 骨髄 で は幼君
好申球 を 主体 と した 骨髄性細胞の 増加 , 24時間目に は
成熟好申球 を主体と し た骨髄性細胞の 増加を認め て い
る15).
Str eS Sがか か っ た 際や , 実験的に 作 ら れ た 好中球
減少症 の 際に 骨髄 より 末梢 へ 好中球を放出す る特殊な
因子が あ る こ とが 知 られ て い る . Go rdo n ら は こ の
因子を Ie u c o cyto sis pr o m oting fa cto r と 呼 び ,
比較的小分子 の 蛋白で あ り , ラ ッ トや 犬で 好中球減少
症を実験的に お こ す と 血清中に 認 め られ ると して い る
tt)
. こ の 血清 を他の 動物 一 文は好申球減少症か ら 回復
し た動物に 注入す ると , 一 過性の 好 申球増多が お こ
る . こ の 因子 の 作用 機序 は不明で あ るが , 骨髄細胞そ
れ自体に 働く の で は なく , 骨 髄 の 血 管 と sin u s oid
に 作用 して . 比較的未熟 な細胞 を放出す る もの と考え
られ て い る3】).
C hv er nick は好申球動員因子 は同時 に , 好 中球 の
分裂 , 分化を促進す る とし て い るが5), 緊急 に 好 中球
を必要 とする時に は好中球の 放出と分裂分化 はほぼ同
時に お こ り う る こ と で あ り , 一 つ の 因子が 好申球の 放
出と分裂分化を促進す ると い う追試 は され て お ら ず ,
Qu e s e nbe ry ら は好中球の 放出と , 好 中 球分裂分化
を促進す る 因子は別 の もの で あ る と し て い る封),
好 申球の Che m ota xis は , 炎症 に お い て 重 要 な 役
割を演 じて い る . 好 中球 は直接作用 し て Che m ota xl
is を お こ す物 質を che m ota xin と い う . c a s ein .
W itte pepto n eや細菌か ら放出さ れ る種 々 の 因子 は
外因性 の Che m ota xin と さ れ , 血清 中で は , C O m･
Ple m e nt 系 , kallikrein 系 . pla s min 系が Che･
m ota xin の 生成に 関与 して お り . 又 . che m ota xin
は 種々 の 細胞 , た と え ば , 好 中球 , Vir u s感 染 細
胞 . リ ン パ 球 t 肥満細胞 , 破壊さ れ た赤血球か ら も放
出さ れ て い る . こ れ ら の Che m ota xin が 好 中球 増
多動員因子 と して の 作用 を も っ て い る の か は不 明 で あ
る28).
骨 髄に 対す る好中球増多産生因子に 関す る研究は種
々 行な わ れ て い る が , そ の 大部分は ∫柁 U〃r o 系で
行な わ れ て い る . 動物に 人工 的に 好中球増 多症や減少
症を お こ さ せ , そ の 血清 を他 の 動物 へ 注入 し. 末梢好
中球の 増加を測定す る もの で あ っ た . ヒ ト で も同様の
好中球増多動員因子に関する実験的研究
研究が行なわ れ て い る . 又 . in uitr o *で diffu -
sio n cha mber を使用 し て の 研究 も進ん で い る . in
uitr o 系に お け る研究で 種 々 の gra nulopoietin が
報告さ れ て い るが , こ れ ら の 物質が 真の gr a nulop ･
oietin で あ る た め に は f乃 Ufu o で 好中球系細胞 の
分裂分化 をお こす こ と を証明 しな け れ ば な らず , 現 在
in L}iu o 系で は gra n ulopoietin は 証 明 さ れ て
い ない . 過去に お い て は末梢赤血球 が e rythr opoie･
tin を通 じて 赤血球産生 を制限し て い る の と 同様 に 末
梢好中球が n egativ e fe ed ba ck 作用 し て い る と
考えられ た が . もし も 末梢好中球数 が増加す れ ば . 骨
斑野中球産生 は減少し , 末梢好申球数が減少 す れ ば ･
乾生は増加す る は ず で あ るが , 細 菌 感染症 の 時 な ど
は, 末梢好申球は増加 し . 骨髄 中の 好申球系細胞 の 分
裂分化が認め られ る . もし も n egativ e fe ed ba ck
が はた らけば , 好中球産生は減少 し . 宿主 は重大 な危
機に 直面す る . 現 在で は , こ の よ う な 特別 な状 態 で
は , 末梢で破壊さ れ た好中球 より 好申球産生を促 進す
る物質が放出さ れ , それ が骨髄 に 対 して , PO Sitiv e
fe ed ba ck を おこ して い る と考え られ て い る25).
一 方 , Chalone を通 じて の n egativ e fe ed ba c-
k 機構も考え･ら れて い る . chalo n eは 組織特異性 の
ある inhibito r で あ り . 組織の 可逆的な細胞分裂分
化を阻止する因子で あ り , 現在ま で に12の Chalo n e
SyStem が 知ら れて い る . 好中球 か ら 分離 さ れ た好中
球 chalo n eは 一 番よく 研究され て お り , in uitr o,
Pat bolog⊥C State S
(po si t iv e fe ed ba ck)
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摘 7油 川 で 好中球の 分裂分化 を 阻止 す る . 好 申球
Chalo ne は成熟好申球や脾か ら生食水 に よ り 抽 出 さ
れ . 限外口過 , S ePhade x G 25に より か な り精製さ
れ て お り , 20～30個 の ア ミ ノ 酸よ り構成さ れ て い る .
好中球 chato n e は in viわⅥ で 好申球 へ の 3Hp
thymidine の 利り 込み を阻止し , ラ ッ ト Chlo r o m a
の 発育を阻止す るが , e rythroblast や Iympho cy-
te･の 分裂分化を阻止し な い . chalo n eの 作用機序と
して は ste m c eu より分化し た好申球 pr ogenito r
C e11 か ら成熟好申球 へ の 分裂分化を制限 して い る . 細
胞毒性はな く , 血液幹細胞に 対す る作用 も な く細胞分
裂を阻止す る の で 一 息性 , 慢性骨髄性自血痕 の 治療に
応用さ れ て い る～7).
骨髄内の 成熟好申球数の み が 好申球産生 に fe ed
ba ck して い る こ と も考え に く い . 慢性感染症 で は骨
髄内好中球系細胞の 過形成が認め られ る か ら で あ る .
しか し急性炎症で 大量 に 動員さ れて い た好申球が . 炎
症がお さ ま ると と も に 放出因子が減少し . 骨髄内成熟
好申球数が増加す ると , 好中球系細胞分裂分化は 低下
す る こ と は骨髄内成熟好中球が好中球分裂分化に な に
か n egativ efeed ba ck 機構 をも っ て い る こ と を
示して い る打).
以 上の こ と か ら , 好中球の 分裂分化 を規定 して い る
po sitiv e と n egativ e fe ed ba ck 機構 が 考え ら
れ る ( 図11). n eg?tiv e fe ed ba ck は骨髄 内 の 成
熟好中球 に よ り c e11to c eu inte r actio n の よ う
No r m al s七ate s
(Negat iv e fe ed ba ck)
S te m Ce11 Po ol
図1 1 好申球産生動良の 制限 機構
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な短い r a nge の も の と . chalo n eを と お し て の も
の があ り , pO Sitiv efe ed ba ck は e rythr opoietin
の よ う に 末梢の 好申球数 に 応 じて . や や 長 い r a nge
で 行 な わ れ る . こ の 現 象 は 正常 の Ste ady state
が . 急性感染の よ う な末梢好申球要求 の 増加 の 場合 は
説明 しう る が . 抗癌剤投与 に よ る好申球減少 に 続 く好
中球分裂分化ほ説明が つ か ず , 別 の 機 構 が 必 要 で あ
る . しか し , 好中球減少症 は好申球増多症 と は 異 な
り , そ の 多く は 医原性疾患か vir u s性疾患で あ り ･
正常な状態 より大 きく は な れ た状態 で あり . Qu es e･
Ⅱbe rg ら は好申球減少症 の 好中球産生 を刺激 す る 物
質 は e ndoto xin で ある と し て い る
24)
.
近年 . in uitr o に おい て S emis olid tis s u e c ul-
tur e を 用い て 好申球 の 分裂分化を検討 す る 方 法 が発
達 して き た . こ の 方填 は 基本的 に は petri dish
申に aga r 又は m ethylc eLlulo s e と 細 胞培養液 お
よぴ ウ シ胎児血清 を加え て , 血液細胞 を培養 す る と ･
好 中 球 と rn ac r ophage より な る C Olony が つ く
ら れる こ と で ある
20)23)
. c olo ny を作 る細胞 は サ ル で
は 中等大の 単核細胞で あり , 好中球系や赤芽球系の よ
う な特徴を も た な い . 初 期 に は マ ウ ス 脾 に お け る
c olo ny fo r ming ceu と in uitr o c ol ny fo r
-
ming c el は同 一 の もの で あ る と され て い た が ･ 現
在 で は in vitr o c oI ny for rning c eu は好 中球




で は 7 日後 , ヒ ト で は10 ～ 14 日後 に 細胞数が2000個以
上と なり , C Olo ny が形成 され る . c olo ny は 好 申
球か m a c r ophage で あ る か , 両者 の 混 合細胞 よ り
な っ て い る .
c olo ny の 形成は C Olo ny stim ulating fa cto r が
存在 しな い と お こ ら な い . 初期に は , C S F は好中球
か ら つ く ら れ て い る とさ れ て い た が
28)
, 最近で は C S
F は末梢 m o n o cy te 由来 で あ ると さ れ て い る
5)
･ 肝
や 脾か らも CS F が由来する し , 肺内の m a c r oPha-
ge か ら も つ く ら れ , C S F は
一 連 の r etic ulo e ndot-
helial syste m よ り つ く られ て い る
2g)
.
C S Fの 生化学的性質 はく わ しく し ら べ ら れ て お り
29)
. ヒ ト尿 より 精製 さ れ た C S F はglyc opr otein
で あ り , 分子量 は Z O n e S edim e ntatio n で は4 5 0 0
0. gel 別tratio n で は190.000で あり t 電 気 泳動 で
は a - globulin で ある . 熱不 安定 で あ り ･ Chy m ot
-
rypsin, S ubtilis n . pe riodate o xidatio n で 不 徳
化す る . こ れ らの 諸性質 は e rythr opoietin に 似 て
い るが , e rythr opoietin に は C SF作 用 は な い ･
C S F作用機構 に 関し て 詳 しい こ と は不明で あ るが ,
細胞 分裂の trig ge r と い う より は , 細胞分裂の 全過
尾
程を通じ て 必要で あ り20). 培養液中に C O n C O n a V ali.
n A を加え る こ と に よ り 阻止さ れ る . 動物 に e nd.
oto xin や 抗好中球抗体を注入す ると 血清中の C S F
が増加す る . こ れ は好中球が破壊さ れ て , そ の 結 果
C S F が血清中に 増加す る もの と考え ら れて い る紺 .
C S F が in viv o i=お い て 真 の gr a n ulopoietin
で あ る か は問題の あ る と こ ろ で あ る31). stohlm a n
は CSF が gra n ulopoietin で あ る こ と を証明す る
に は CS Fの 投与に よ り持続性の 好中球増多が お こ る
こ と を 証明するか , 骨髄 内に お い て 好中球系細胞 へ の
分裂分化を促 進す る こ と を証 明 しな け れ ば な ら ないと
し て い る
31)
. Br adley ら は マ ウ ス で C S F を注入 し ,
好 中球 の 増多お よ び , 3H →thymidin e の 好 中球 へ の
と り込 みが 高く な る こ とを 示し4), Metc alf らも同様
の 結果を報告 して い る20). 又 . 臨床的 に も手術な どの
stre s sの 際 t 好中球 の 増加と . CSF の 増加 は平行し
32)
, 周期性好中球増多を示す慢性白血病 や , 周 期性 好
申球減少症 の 患者で も 好中球 と C S F値と は平行し て
変化す ると い われ る10)18). 現在の と こ ろ C S Fは 拍
uiv o に お い て e rythr opoietin と 同様に 好中球系
細胞 の 産生を規制 して い る と 一 応考え られ る .
著者の 精製 した 因子 も glyc opr otein で あ る が ,
分子 量がや や 大き く , その fれ U∫ぴ0 で 作 用 が 短か
い 点 , さ ら に fれ U葎r o で は C S F と して の 作用 が
認め られ な か っ た 点で , そ の 主た る作 用 は好中球放出
作用が強い と 思わ れる .
ま と め
fre eno w ele ctr opho re si , pr ePa r ativ e acryl-
a mi de dis c gel ele ctr opho r e si を使用 し て 家兎
血清中の 好申球増多動員因子を精製 し た .
1 . そ の 物質は 分子量60,000の glyc opr otein で
あり. heat labile で あ り . その 最′ト有効濃度 は 0.125
m g/kg で 精製 に より 活性値 は約 8倍 に 上昇し た ･
2 . その 生体内で の 作用機序 はそ の 作用 時間や好申
球増加が 一 過性で あ る点 , 又. i柁 U か 0 で C SF
活性 を認 め ない 点 より , gra n ulopoietin と い う よ
り は 一 種の rele a sing fa cto r で あ ろう と 考 え ら れ
た .
稿を終わ るに あ た り , 終始御懇篤な る 御指導 と御校閲
を賜 り ま し た恩師服部絢 一 教授に 深く 感謝 い た しま す ･
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A bstr a ct
The gr an ulocyte pr olife r ating a nd rele asing factorfr om rabb it se r um obtained
2 hours afte r a ninjectio n of R N Adegr adates wa s puriAed a nd cha racteriz ed using
Car rier free flo w ele ctr opho r esi (VaP2) a nd prepa r ative acryla mide dis c gel elect-
r ophore si (Unipho r 7900). The facto r w a s a he at lab ile glyc oprotein witha m o-
1ecular w eight of60,000estim ated by SD S polyacryla mide
a nd co ntain ed 20 〟g/mg pr otein of sialic acid, 70LLg/m g
60LLg/m g pr otein of hex o s a min e. After t he inje ctio n of
gra n ulocytes w erein c rea sed ap pr o xim ately 8 fold within
effective dos e w asO.125m g/kg⊥ a n about 8 fol d in cr eas e
dis c gel electrophor esis
Pr Otein of he x o se a nd
t his facto r, 2 m g/ kg,
3-5 ho u rs. T he minim al
in a ctivity c o mpar ed to
3 02 北 尾
a-globulin fra ctio n. The facto r might be a rel asing facto r r athe rtha n apr olife rating
factor bec a us e of its te mpo r al n e utr ophil in cre a sing effect in viv o a nd abs en ce of
signiac ant c olo ny stim ulating activity in vitr o･
